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Resumo 
O soro de queijo é um efluente da indústria de lacticínios com elevada carga 
orgânica poluente. Uma forma de tratamento deste efluente é a sua utilização como 
substrato para a produção de bioetanol de 2ª geração. O objetivo desta tese de mestrado 
consistiu no fracionamento do soro de queijo de cabra num permeado rico em lactose e 
num concentrado de proteínas do soro (WPC), resultante do processo de membranas 
com vista à sua utilização na fermentação. 
O soro foi pré-tratado através de centrifugação e microfiltração (MF), obtendo-
se uma boa clarificação do soro, com a diminuição dos sólidos suspensos de 1310 mg/L 
para 580 mg/L. 
Para fracionamento do soro testaram-se duas membranas de ultrafiltração (UF), 
poliétersulfona e celulose regenerada. A membrana de celulose regenerada permitiu a 
otimização dos rendimentos de recuperação de proteína (93,3%), de lactose (82,3%), 
fluxo (0,80±0,013 L/m
2
.min) e coeficiente de rejeição de proteína (97, 8%). 
Estudou-se a capacidade fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS 
2360 utilizando o permeado de soro concentrado (100 g/L de lactose) como substrato e 
diferentes fontes de azoto: extrato de levedura e peptona (YEP), WPC e na sua ausência. 
Não se verificaram diferenças significativas nos parâmetros de produção de etanol 
sendo o rendimento de etanol mais elevado de 0,353±0,010 gEtanol/gLactose e a 
produtividade mais elevada de 1,12±0,043 g/L.h para o meio suplementado com YEP. 
Para melhorar as propriedades do concentrado como fonte de azoto realizaram-
se ensaios de hidrólise do WPC e de velocidade de hidrólise enzimática. A protease de 
Aspergillus oryzae e o rácio enzima/substrato de 4:100 apresentou os melhores 
resultados, com elevada concentração de aminas livres (105,6±0,48 mmol/L) e 
velocidade de hidrólise mais elevada (3,37±0,087 mmol/L.h). 
Estudou-se a capacidade fermentativa da levedura utilizando o WPC hidrolisado 
(HWPC) como fonte de azoto, não se verificando diferenças significativas no 
rendimento etanólico, sendo o mais elevado 0,476±0,0098 gEtanol/gLactose sem adição 
de fonte de azoto. No entanto a produtividade foi mais elevada usando HWPC: 
1,19±0,006 g/L.h. 
Concluiu-se que foi possível a conversão total de açúcares em etanol e que não é 
necessário adicionar fonte de azoto ao soro permeado, pois não há uma melhoria 
significativa da produção de etanol. 
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Abstract 
Cheese whey is an effluent in the dairy industry which has a high organic 
pollutant load. One possible treatment of this effluent is to use it as a substrate in the 
fermentation of second generation bioethanol. The purpose of this thesis consisted in the 
fractioning of goat cheese whey into a permeate rich in lactose and in whey protein 
concentrate (WPC), resulting from a membrane process, and the use of these fractions 
in fermentation.  
The whey was pre-treated through centrifugation and microfiltration (MF), 
yielding a good whey clarification, with the reduction of suspended solids from 1310 
mg/L to 580 mg/L.  
For whey fractionation two UF membranes were tested, polyethersulfone and 
regenerated cellulose. The regenerated cellulose membrane resulted in better yields of 
protein (93,3%) and lactose (82,3%) recovery, permeate flux (0,78±0,011 L/min.m2) 
and protein retention coefficient (97,8%). 
The fermentative capacity of Kluyveromyces lactis CBS 2360 yeast was studied 
with whey permeated concentrated up to 100 g/L of lactose as a substrate and different 
sources of nitrogen: yeast extract and peptone (YEP), WPC and no added nitrogen 
source. No significant differences were observed in the ethanol production parameters 
wherein the highest ethanol yield observed was 0,353±0,010 g/g and the highest 
productivity 1,12±0,043 g/L.h, both using YEP. 
Hydrolysis assays and enzymatic velocity assays of the WPC were performed to 
improve the properties of the concentrate as nitrogen source. The protease of 
Aspergillus oryzae and the 4:100 enzyme/substrate ratio represented the best results: a 
concentration of free amines 105,6±0,48 mmol/L and a higher hydrolysis rate 
3,37±0,087 mmol/L.h. 
The fermentative capacity of the yeast was studied with the hydrolyzed WPC 
(HWCP) as nitrogen source, in which no meaningful differences in the ethanol yield 
were observed. The obtained ethanol yield was 0,476±0,0098 gEthanol/gLactose with 
no addition of N source, but the productivity was higher with the HWPC: 1,19±0,006 
g/L.h. 
It was concluded that full conversion of sugars into ethanol is possible and it is 
not necessary to add nitrogen source to whey permeate, because there is no significant 
improvement in ethanol production. 
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1. Introdução 
 
1.1  Enquadramento 
O efeito de estufa tem uma função importante para a vida na Terra, serve para 
manter o aquecimento do planeta e assim garantir a manutenção da vida, através de 
gases presentes na atmosfera, como o dióxido de carbono (CO2), o metano (CH4), 
óxidos de azoto (NOx), entre outros, que retêm grandes porções de energia de radiação 
proveniente da superfície terreste. Atividades de origem humana resultam no aumento 
da concentração destes gases na atmosfera contribuído para o aumento da temperatura 
global, provocando alterações climatéricas. 
O CO2 é o gás de efeito de estufa (GEE) com maior emissão, sendo uma das 
principais causas de aquecimento global principalmente devido ao uso de combustíveis 
fósseis, destacando-se o carvão, o petróleo e gás natural (Bhatia et al., 2012). 
Atualmente os combustíveis fósseis representam cerca de 80% da energia 
primária consumida no mundo, dos quais 58% é consumida apenas pelo sector dos 
transportes (Nigam e Singh, 2011). O esgotamento progressivo de combustíveis fósseis, 
o aumento do consumo de energia que leva ao aumento do preço do petróleo e as 
emissões de GEE deram origem a fontes de energia alternativas, renováveis, 
sustentáveis, eficientes e de baixo custo com menores emissões (Nigam e Singh, 2011; 
Balat et al., 2008), tais como energia solar, nuclear, eólica, hidroelétrica (Bhatia et al., 
2012) e os biocombustíveis (Nigam e Singh, 2011). 
Entre as muitas alternativas energéticas, os biocombustíveis tais como, 
hidrogénio, biogás e syngas (gás de síntese), surgem provavelmente como as três fontes 
de combustíveis mais importantes e sustentáveis no futuro (Nigam e Singh, 2011). 
Os biocombustíveis podem ser classificados como biocombustíveis de 1ª ou 2ª 
geração. Os combustíveis de 1ª geração são produzidos a partir de matérias-primas de 
origem agrícola. Contudo existem preocupações sobre o abastecimento de matérias-
primas, consequência da competição pelo uso de solos com culturas alimentares e o 
impacto que pode ter na biodiversidade (Naik et al., 2010). Os combustíveis de 2ª 
geração são produzidos a partir de resíduos agrícolas ou industriais, que para além do 
seu baixo custo, têm como vantagem a ausência de preocupações éticas sobre o uso de 
potenciais recursos alimentares (Lima-Costa et al., 2012). 
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Uma das respostas aos problemas mencionados poderia ser a produção de 
bioetanol de segunda geração a partir de resíduos agroindustriais, uma vez que a sua 
utilização não compete com os recursos alimentares, permite a valorização de matérias-
primas com baixo valor comercial e possibilita uma alternativa para o tratamento 
ambiental destes resíduos (Rodrigues et al., 2015). Os biocombustíveis produzidos a 
partir desses resíduos podem ajudar a reduzir a dependência de combustíveis fósseis 
assim como as emissões de CO2, porque o CO2 libertado durante a combustão é igual ao 
consumido pela planta durante a fotossíntese e portanto não aumenta o CO2 líquido na 
atmosfera (Naik et al., 2010). 
Processos de fermentação destacam-se na produção de bioetanol, uma vez que 
transformam matérias-primas simples em produtos de valor acrescentado. Entre as 
matérias-primas mais utilizadas na fermentação etanólica estão os materiais celulósicos 
(resíduos florestais), ricos em amido (milho, trigo, arroz) e ricos em açúcar (cana-de-
açúcar e beterraba) (Kargi e Ozmihci, 2006). 
O bioetanol é um biocombustível alternativo cada vez mais importante para a 
substituição ou adição da gasolina. Em 2009 registou-se uma produção mundial de 
19,535 milhões de galões (73,948 milhões de L) sendo estimado que em 2022 apenas 
nos Estados Unidos se produza 36,000 milhões de galões (136,275 milhões de L) 
(Domínguez-Bocanegra et al., 2015; González Siso, 1996). 
O soro de queijo, tratando-se de um efluente agroindustrial proveniente da 
indústria queijeira, também representa um problema ambiental importante, visto que é 
produzido em grandes quantidades e apresenta um conteúdo elevado de matéria 
orgânica, como proteínas e lactose (Domingues et al., 1999). Processos de ultrafiltração 
(UF) podem ser utilizados para recuperar essas proteínas (retentado) e recuperar a 
lactose (permeado) com vista à posterior utilização num processo de fermentação para a 
produção de bioetanol (Jedrzejewska e Kozak, 2011; Kargi e Ozmihci, 2006).  
 
1.2  Produção de bioetanol a partir do soro de queijo 
Ao contrário dos combustíveis fósseis o etanol é uma fonte de energia renovável, 
produzida através da fermentação de açúcares e usada como substituto parcial da 
gasolina em alguns países. Os maiores produtores de bioetanol são os Estados Unidos, o 
Brasil e a China. Espera-se que no ano corrente, 2015, este mercado chegue aos 100 x 
10
9
 litros produzidos (Bhatia et al., 2012). Países como o Japão, Holanda, Irlanda, 
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Estados Unidos da América e Nova Zelândia têm implementado processos de produção 
de bioetanol a partir da fermentação do soro de queijo (Ahmed e Morris, 1978). 
Segundo um relatório apresentado em 2005 na Nova Zelândia (House, 2005) o custo de 
produção de bioetanol a partir do soro de queijo permeado, com um nível de incerteza 
de ±20 % foi de 0,6 – 0,7 NZ$ (0,33 – 0,39 €/L) (Ling, 2008). 
Em Portugal estima-se que a produção de soro de queijo seja 500 - 560 mil 
toneladas por ano e grande parte deste é depois concentrado e seco (Guimarães et al.,  
2008). 
De um ponto de vista económico a conversão da lactose presente no soro em 
etanol é pouco competitiva quando comparada com tecnologias bem estabelecidas que 
utilizam a cana do açúcar ou o milho. No entanto a produção de etanol a partir do soro 
de queijo além de permitir o reaproveitamento de uma fonte de açúcares que de outra  
forma não teria qualquer uso também permite o tratamento de um efluente com uma 
carga orgânica elevada (Ariyanti e Hadiyanto, 2013). 
 
1.2.1 Soro de queijo e o seu fracionamento 
O soro de queijo é um efluente da indústria de lacticínios, é o líquido resultante 
da coagulação da caseína do leite durante o processo de fabrico do queijo ou da caseína 
(Guimarães et al., 2010). 
A composição do soro de queijo depende do tipo de soro (ácido pH <5 ou doce 
pH 6 -7) da época, da espécie, alimentação, saúde e estágio de lactação do animal (Wit, 
2001). O soro retém cerca de 55 % dos nutrientes do leite, entre os quais se encontra a 
lactose (4,5 – 5,0 % p/v), proteínas solúveis (0,6 – 0,8 % p/v), lípidos (0,4 – 0,5 % p/v), 
sais minerais (8 – 10 % de extrato seco), contém quantidades consideráveis de ácido 
lático (0,05 % p/v), ácido cítrico, compostos nitrogenados não proteicos como a ureia e 
o ácido úrico, vitaminas do grupo B (Guimarães et al., 2010), também contém gordura 
(0,1 – 10,6 g/L), sólidos suspensos (0,1 – 22 g/L) e nutrientes como o azoto (N) e 
fósforo (P), que contribuem para elevados níveis de contaminação (Prazeres et al., 
2012). 
O soro de queijo apresenta um elevado teor de matéria orgânica, este é 
monitorizado pela carência bioquímica de oxigénio (CBO) e pela carência química de 
oxigénio (CQO) que apresentam concentrações de 50 e 80 g/L respetivamente (Zafar e 
Owais, 2006). O conteúdo de matéria orgânica deve-se principalmente à presença de 
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hidratos de carbono, como a lactose, e proteínas, como a β – lactoglobulina entre outras. 
(Prazeres et al., 2012). 
Estima-se que a produção mundial de soro de queijo seja cerca de 10
8
 toneladas 
por ano, originando uma importante fonte de poluição ambiental, uma vez que a 
produção de 1 Kg de queijo acarreta a produção de aproximadamente 9 L de soro 
(Koushki et al., 2012). 
Tendo em conta a sua matéria orgânica a eliminação do soro de queijo continua 
a ser um problema mundial significativo para a indústria de laticínios. Antigamente o 
soro era descartado como um desperdício em sistemas de esgotos municipais, 
distribuídos por campos agrícolas (Aktaş et al., 2006), rios e ribeiras e muitas fábricas 
eram construídas perto desses cursos de água com essa finalidade (Pescuma et al., 2008; 
Kosikowski, 1979). 
Nos últimos anos diversos esforços têm sido feitos para encontrar novas formas 
de utilização do soro de queijo devido à sua constituição, bem como as suas 
propriedades funcionais. Foram estabelecidos regulamentos que proíbem a descarga do 
soro de queijo em cursos de água e até mesmo em sistemas de esgotos municipais, cujos 
tratamentos convencionais não são apropriados para a redução da sua carga poluente 
(Kosikowski, 1979). Outra solução que tem sido implementada em escala industrial é a 
secagem do soro, para posteriormente ser usado como aditivo alimentar ou ração animal, 
no entanto, embora o problema da descarga esteja resolvido, nenhum valor é adicionado 
ao produto (Domingues et al., 2010; Domingues et al., 2001). Vários produtos de valor 
acrescentado podem ser obtidos ou produzidos a partir de soro de queijo tais como o 
bioetanol, a proteína unicelular (SCP), os ácidos orgânicos, os biopolímeros, os 
plásticos biodegradáveis (Koushki et al., 2012), os concentrados de proteínas do soro 
(WPC), o biogás, diversos produtos farmacêuticos e suplementos alimentares (González 
Siso, 1996). 
O primeiro passo na maioria dos processos de valorização do soro consiste na 
recuperação da fração proteica. 
No presente trabalho, o soro utilizado foi de cabra que apresenta uma 
composição proteica de 3,7 -7,0 g/L, sendo a maioria β – lactoglobulina (1,8 – 2,8 g/L) 
e α – lactalbumina (0,6 – 1,1 g/L), também contém em pequenas quantidades proteínas 
solúveis tais como, imunoglobulinas, albumina do soro (0,26 – 0,3 g/L), lactoferrina 
(0,12 g/L) e caseino – macropéptido (Hernández-Ledesma et al., 2011). 
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A separação das proteínas do soro é normalmente conseguida por tecnologia de 
membranas. A tecnologia de membranas consiste em processos de separação utilizando 
membranas específicas semi-permeáveis para concentrar ou fracionar um líquido em 
dois com diferentes composições, permitindo a passagem seletiva de alguns compostos 
e impedindo a de outros. O líquido que é capaz de passar a membrana é conhecido 
como o permeado, enquanto o que é retido é chamado retentado ou concentrado. A 
eficiência das membranas é fortemente regulada por gradientes de pressão hidrostática 
(pressão transmembranar) e gradientes de concentração nos líquidos ao longo da 
membrana (Kumar et al., 2013). As membranas de microfiltração (MF) permitem a 
passagem de partículas de tamanho inferior a limites que podem ir de 0,2 a 2 µm, 
dependendo da membrana usada (Kumar et al., 2013), enquanto as de UF permitem a 
passagem de substâncias com um peso molecular de tamanho inferior a limites que 
podem ir de 10
3
 a 10
6
 Da, mais uma vez dependendo da membrana usada (Atra et al. 
2005). 
Processos de membranas como a MF, (Ye et al., 2014) UF, (Daufin et al., 1992; 
Jayaprakasha e Yoon, 2003; D'Souza e Wiley, 2003; Cancino et al., 2006; Cheang e 
Zydney, 2004) nanofiltração (NF) (Pan et al., 2011) e osmose inversa (OR) têm sido 
amplamente usados para desenvolver e produzir compostos proteicos derivados da 
indústria de lacticínios, como o leite e o soro de queijo (Pouliot, 2008). 
As proteínas do soro de queijo são separadas por UF e deste processo resultam 
duas frações: um retentado, denominado concentrado de proteínas do soro (WPC) de 
elevado valor nutricional, que é usado para fórmulas de alimentação infantil e bebidas 
enriquecidas (Daufin et al., 1992), e um permeado rico em lactose que continua a 
contribuir para elevados valores de CBO e que deve por isso ser tratado (Guimarães et 
al., 2008; Jedrzejewska e Kozak, 2011). Uma solução promissora seria a bioconversão 
da lactose em etanol, que não só reduz o impacto ambiental desta matéria orgânica, mas 
também apresenta uma alternativa de produção de bioetanol (Silveira et al., 2005). 
O processo de UF apresenta várias vantagens, como o baixo custo energético, 
baixo investimento, possibilidade de realizar o aumento de escala sem alterar o elevado 
rendimento e a pureza do produto (Wang et al., 2008). 
A microfiltração (MF) é aplicada principalmente como pré-tratamento para a UF 
do soro do queijo. O soro do queijo possui diversos componentes indesejáveis que 
podem ter efeitos prejudiciais sobre as propriedades funcionais do WPC, tais como as 
gorduras e as micelas de caseína. Estes compostos não conseguem ser completamente 
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removidos por centrifugação (Cancino et al., 2006). A MF ou a combinação desta com a 
centrifugação são considerados passos de separação de micelas e gordura bastante 
eficazes (Cheryan, 1998). 
Apesar dos benefícios dos processos por membranas, a performance destas 
operações é afetada pela diminuição do fluxo ao longo do tempo, devido a obstruções 
(fouling) e à polarização de concentração (Nourbakhsh et al., 2014). Na polarização de 
concentração o soluto é retido na superfície da membrana e a sua acumulação forma 
uma camada com uma concentração relativamente alta, essa concentração pode chegar a 
valores tão elevados que essa camada transforma-se num gel, tornando assim a 
membrana cada vez menos permeável. Este fenómeno é reversível ao contrário do 
fouling (Van den Berg e Smolders, 1990). 
Fatores como a concentração de proteínas, o pH, a temperatura, a pressão 
transmembranar o tamanho do poro, a interação entre constituintes ou entre 
constituintes e a membrana contribuem para a obstrução das membranas (Zhao et al., 
2000). 
 
1.2.2 Fermentação etanólica 
A fermentação pode ser definida como um processo bioquímico de oxidação 
redução onde ocorre a geração de ATP na ausência de oxigénio e no qual compostos 
orgânicos agem como dadores e aceitadores de eletrões (Guimarães, 2008). 
A fermentação direta do soro de queijo ou do soro de queijo permeado em etanol 
não é economicamente viável, uma vez que o seu baixo conteúdo de lactose resulta em 
baixas concentrações de etanol (2-3 % v/v), tornando o processo de destilação muito 
caro. Assim é importante iniciar a fermentação com elevadas concentrações de lactose, 
que podem ser conseguidas através da concentração do soro por OR de modo a atingir 
elevadas concentrações de etanol no final da fermentação (Guimarães et al.,  2010). 
Diversos microrganismos são capazes de produzir etanol, nomeadamente 
leveduras, como a Kluyveromyces lactis, a Saccharomyces cerevisiae, a 
Schizosaccharomyces pombe, bactérias, como a Zymomonas mobilis, fungos como o 
Fusariumoxys porum, e bactérias termofílicas (Domínguez-Bocanegra et al., 2015), no 
entanto neste trabalho optou-se por usar a Kluyveromyces lactis, devido ao facto desta 
poder metabolizar diretamente a lactose presente no soro de queijo. 
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A maioria dos microrganismos oxida hidratos de carbono para obtenção de 
energia a nível celular, sendo o mais comum a glucose. Essa energia pode ser obtida 
através de dois processos: a respiração celular e a fermentação (Tortora et al., 2012). 
A via metabólica da glicólise permite a oxidação de uma molécula de glucose 
em duas moléculas piruvato, com a produção de duas moléculas de ATP e NADH 
(Figura 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Na presença de oxigénio o piruvato obtido na glicólise é encaminhado para a via 
respiratória que ocorre no cliclo de Krebs também conhecido como o Ciclo dos ácidos 
tricarboxílicos (TCA). 
O piruvato sofre uma descarboxilação oxidativa formando acetil coenzima A 
(acetil - CoA) uma molécula de NADH e uma de CO2. A molécula de acetil - CoA entra 
no ciclo de Krebs e é oxidada a CO2, enquanto o NAD
+
 é reduzido a NADH que será 
usado pela cadeia transportadora de eletrões de forma a produzir ATP como parte da 
fosforilação oxidativa. Durante este ciclo são produzidos dois produtos a água (H2O) e 
dióxido de carbono (CO2) (Figura 2). 
 
Figura 1: Mecanismo da glicólise. Adaptado de Tortora et al., 2012. 
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No final da respiração por cada molécula de glucose oxidada são produzidas 32 
moléculas de ATP (Tortora et al., 2012; Reece et al., 2011). 
Na ausência de oxigénio o piruvato segue a via fermentativa sendo assim 
convertido (descarboxilação) em acetaldeído e CO2. O acetaldeído é reduzido pelo 
NADH, reação catalisada pelo enzima álcool desidrogenase de modo a produzir duas 
moléculas de etanol e consequentemente ocorre a regeneração do NAD
+
 necessário para 
a continuação da glicólise (Figura 3) (Tortora et al., 2012; Reece et al., 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Representação da via respiratória. Adaptado de Reece et al., 2013. 
Figura 3: Representação da fermentação alcoólica. Adaptado de Voet e Voet, 2006. 
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1.2.2.1 Microrganismo – Kluyveromyces lactis 
Muitas das estirpes de levedura, como por exemplo estipes de Saccharomyces 
não conseguem fermentar a lactose em etanol, devido à ausência do enzima β-
galactosidase, (Koushki et al., 2012) que permite a hidrólise da lactose em glucose e 
galactose (Reação 1) e posterior fermentação em etanol (Domingues et al., 2010). 
 
                
               
                               Reação 1 
Lactose    Glucose Galactose 
 
Na maioria dos organismos a conversão da β-D-galactose num composto mais 
útil metabolicamente, como glucose-1-fosfato, é conseguida pela via de Leloir. Esta via 
é composta por 4 reações onde na fase final ocorre a epimerização da UDP-galactose 
em UDP-glucose (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 4: Via metabólica da galactose. Adaptado de Holden et al., 2003. 
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De modo a contornar a ausência da β-galactosidase nas estirpes de 
Saccharomyces sp tem-se feito várias abordagens na construção de estirpes 
geneticamente modificadas que permitam que estas sejam capazes de metabolizar a 
lactose. São muitas as leveduras capazes de assimilar a lactose aerobiamente, mas são 
poucas as que a fermentam diretamente, como Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces 
marxianus e Candida pseudotropicalis (Domingues et al., 2010). 
A levedura Kluyveromyces lactis tornou-se, assim numa alternativa à 
Saccharomyces cerevisiae, devido às suas aplicações industriais, bem como aos estudos 
que têm sido realizados sobre a sua respiração mitocondrial. Ambas pertencem ao grupo 
de aeróbias facultativas que apresentam a capacidade de metabolizar glucose pelas vias 
oxidativa (respiração) e oxidoredutiva (fermentação). A diferença recai na importância 
destas vias em condições aeróbias, a Saccharomyces cerevisiae é aeróbia fermentativa, 
pois a respiração representa apenas 10% do rendimento energético do metabolismo 
aeróbio, enquanto a levedura Kluyveromyces lactis é uma levedura aeróbia respiratória, 
ou seja a respiração predomina sobre a fermentação (Siso et al., 1996). 
A fermentação sob condições de aerobiose é conhecida pelo efeito de Crabtree, 
que se trata da saturação da capacidade respiratória de algumas leveduras mesmo 
quando existe um elevado nível de oxigénio dissolvido, desviando a fonte de carbono 
para a via fermentativa, assim a K. lactis apresenta-se como efeito de Crabtree negativo 
(González-Siso et al., 2000; Breunig et al., 2000). 
Embora esta levedura seja capaz de fermentar em condições anaeróbias não é 
capaz de crescer. A presença de oxigénio é necessária em várias vias metabólicas, tais 
como para a produção de esteróis, ácidos gordos insaturados, pirimidinas e 
desoxirribonucleótidos (Ishtar Snoek e Yde Steensma, 2006). 
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1.2.2.2 Fontes de azoto 
O carbono (C) e o azoto (N) são nutrientes essenciais no meio de fermentação. O 
azoto é necessário para o crescimento da levedura, influencia o rendimento de etanol e a 
tolerância da levedura ao etanol. 
O extrato de levedura e a peptona (YEP) são as fontes de azoto mais aplicadas 
em escala laboratorial, (Sridee et al., 2011), são fonte de nutrientes complexos, usados 
para o crescimento da levedura e produção de etanol (Deesuth et al., 2012). 
Apesar dos benefícios, estas fontes de azoto têm um grande impacto nos custos 
do meio e por isso tem-se desenvolvido investigação de modo a encontrar alternativas 
mais económicas. 
Um estudo realizado por Yue et al., (2012), mostra que a ureia [CO(NH2)2]  é 
uma fonte de azoto que tem um papel importante na produção de etanol pela levedura 
Saccharomyces cerevisiae a partir da sacarina do sorgo, não só promoveu um aumento 
significativo da taxa específica de crescimento e a capacidade de tolerância ao etanol, 
como também aumentou o rendimento de etanol e reduziu a formação de subprodutos 
(Yue et al., 2012). 
 Laopaiboon et al. 2009 estudaram a influência do extrato de levedura e peptona 
(YEP) e sulfato de amónio [(NH4)2SO4] como fontes de azoto na fermentação etanólica 
da sacarose do sorgo. Verificou-se que o YEP não conseguiu melhorar 
significativamente a produtividade do etanol e que o sulfato de amónio obteve um 
rendimento de produto/substrato (Yp/s) significativamente inferior quando comparado 
com o controlo e o meio suplementado com YEP. Este efeito negativo pode ser devido à 
produção de subprodutos. 
 Sridee et al., 2011 estudaram o uso de dried spent yeast (DSY) um subproduto 
da indústria cervejeira, como uma fonte alternativa ao YEP e ao extrato de levedura 
(YE) na fermentação do sorgo como fonte carbono. Os resultados são muito 
semelhantes entre as fontes de azoto, por isso o uso de DSY será uma boa fonte de 
azoto alternativa ao YEP e ao YE. 
No presente trabalho pretendeu-se estudar o uso do WPC como uma fonte de 
azoto alternativa ao YEP. 
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1.2.2.3 Hidrólise Enzimática de proteínas 
A hidrólise enzimática de proteínas é um processo no qual as ligações peptídicas 
da proteína são clivadas, originando oligopéptidos, especialmente di e tripéptidos, e 
aminoácidos de menor peso molecular. Durante este processo ocorre o consumo de água 
e o aparecimento de novos grupos carboxilato e aminas livres. Estes hidrolisados 
apresentam um elevado valor nutricional para as leveduras e são mais rapidamente 
utilizados do que as proteínas no seu estado nativo ou do que os aminoácidos livres 
(Bandyopadhyay et al., 2008). 
Com a finalidade de aumentar o uso do WPC, a hidrólise enzimática pode ser 
usada para produzir hidrolisados proteicos com diferentes perfis de péptidos e de 
aminoácidos dependendo das especificidades do enzima (Silvestre et al., 2013). 
Os hidrolisados proteicos são amplamente usados como suplementos 
nutricionais, intensificadores de sabor em produtos alimentares, cosméticos, produtos 
para cuidado pessoal e reforço de bebidas e sumos (Bandyopadhyay et al., 2008). 
As características dos hidrolisados de WPC dependem essencialmente do tipo de 
enzima usado, do grau de hidrólise e do pré-tratamento do substrato (Kankanamge et al., 
2013). 
Vários são os enzimas que podem ser utilizados no processo de hidrólise do 
WPC, como a tripsina (Silvestre et al., 2013; Banach, et al., 2013; Shin et al., 2010; 
Mota et al., 2006), quimotripsina (Custódio et al., 2005; Banach et al., 2013), 
carboxipeptidase (Custódio et al., 2005), pepsina (Banach et al., 2013), pancreatina 
(Morais et al., 2013), proteases derivadas de bactérias como Bacillus licheniformis 
(Silvestre et al., 2013; Mišún et al., 2008; Banach et al., 2013; Mota et al., 2006), 
fungos Aspergillus oryzae (Silvestre et al., 2012) e Aspergillus sojae (Morais et al., 
2013) e de origem vegetal como a papaína e bromelaína (Shin et al., 2010; Banach et al., 
2013). 
O grau de hidrólise (GH) é definido como a proporção do número total de 
ligações peptídicas que são clivadas durante o processo de hidrólise enzimática. Não 
existe um método padrão para a determinação do GH, no entanto existem alguns 
métodos que foram desenvolvidos e são normalmente usados para esse fim, como o pH-
stat, o azoto solúvel em ácido tricloroacético (SN-TCA), o ácido 
trinitrobenzenosulfónico (TNBS), o o-phthaldialdehyde (OPA) e o método de Sorensen 
(titulação com formol). 
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1.3 Objetivos 
Esta dissertação de mestrado tem como principais objetivos o fracionamento do 
soro de queijo num permeado rico em lactose e num concentrado rico em proteínas 
(WPC), resultante de um processo de membranas em condições otimizadas, e o estudo 
do uso destas frações como matérias-primas para a produção de bioetanol. Com base 
nestes objetivos principais definiram-se objetivos específicos a alcançar:  
 
 Estudar as condições de operação da ultrafiltração (UF) que permitem otimizar 
os rendimentos de lactose no permeado e de proteínas no WPC. 
 Avaliar a capacidade fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 
no substrato de soro de queijo permeado, quando suplementado com diferentes 
fontes de azoto. Caracterização da cinética de crescimento, e de produção de 
etanol. 
 Otimizar o rácio de enzima/substrato e o tempo de hidrólise enzimática do WPC, 
usando diferentes proteases, com vista à obtenção de uma boa fonte de azoto 
para a produção de bioetanol. 
 Estudar o uso de WPC hidrolisado como fonte de azoto para a fermentação 
etanólica do permeado de soro de queijo de modo a suplementar este substrato 
deficiente em azoto. Para isso avalia-se a capacidade fermentativa da levedura 
Kluyveromyces lactis CBS 2360 no substrato de soro de queijo permeado, 
quando suplementado com WPC e WPC hidrolisado como fontes de azoto. 
Caracterização da cinética de crescimento e de produção de etanol.  
 
Assim é objetivo deste trabalho verificar se o fracionamento do soro de queijo 
poderá trazer vantagens à produção de bioetanol a partir desta matéria prima residual. 
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2. Materiais e métodos 
 
2.1  Microrganismo 
A levedura utilizada neste estudo foi a Kluyveromyces lactis CBS 2360 
gentilmente cedida pela Professora Doutora Lídia Dionísio da Universidade do Algarve. 
 
2.2  Meios de cultura 
O meio de cultura para armazenamento da levedura Kluyveromyces lactis CBS 
2360 foi o meio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) sólido, que é constituído por 10 
g/L extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de glucose e suplementado com 10 
g/L de agar. 
Para preparação do pré-inóculo o meio utilizado foi o YPD líquido, constituído 
por 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de glucose. 
Para preparação do inóculo o meio é constituído por 10 g/L de extrato de 
levedura e 20 g/L de peptona e a fonte de carbono é substituída pela mesma que se usa 
nos ensaios de fermentação (lactose do soro de queijo permeado) diluído a 1/3 em 
relação ao meio dos ensaios fermentativos. 
Os meios de fermentação são constituídos por 100 g/L de lactose proveniente do 
permeado do soro de queijo como fonte de carbono e diferentes fontes de azoto, tais 
como 3 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de peptona (YEP), 8 g/L de concentrado de 
proteínas do soro de queijo (WPC) ou 8 g/L de concentrado de proteínas do soro de 
queijo hidrolisado (HWPC). 
Todos os meios foram esterilizados em autoclave (Uniclave 87, Portugal) por 
calor húmido a 121 ± 1 °C durante 20 minutos. 
 
2.3  Condições de armazenamento e crescimento 
Para armazenamento a longo prazo a cultura foi mantida a -80 °C em eppendorfs 
com meio YPD líquido com 30 % (v/v) de glicerol. 
Para preparação dos inóculos dos ensaios fermentativos, as culturas foram 
repicadas para placas com meio YPD sólido e incubadas em estufa (Selecta, Espanha) 
durante 24 a 48 h a 30 ± 1 °C. Após este período, as placas foram mantidas a 4 °C. 
O pré-inóculo foi preparado, através da transferência de leveduras com uma 
hansa estéril para 50 mL de meio YPD líquido num Erlenmeyer de 100 mL e colocado 
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na agitadora orbital (IKA 4s 4000, Alemanha) a 30 ± 1 °C e com agitação de 150 rpm 
durante 24 h. 
O inóculo, por sua vez, foi preparado através da passagem de 10 % (v/v) do pré-
inóculo para 45 mL do meio de cultura descrito em 2.2, num Erlenmeyer de 100 mL e 
deixado a incubar na agitadora orbital (IKA-KSA4000i, Alemanha) a 30 ± 1 °C e com 
agitação de 150 rpm durante pelo menos 18 h. 
Após este período, procede-se à contagem de células na câmara de Neubauer 
(Blau Brand, Alemanha) para determinação da concentração celular do inóculo 
(Ccelular) (Equação 1). Com a concentração celular é possível calcular o volume 
necessário de inóculo para que fermentação seja inoculada com uma concentração de 1 
x 10
7
 células/mL (Equação 2). 
 
          
            
  
                           Equação 1 
                                         Equação 2 
 
A concentração celular (Ccelular) e final (Cfinal) são expressas em cél/mL, 
enquanto os volumes do inóculo (Vinóculo) e de trabalho da fermentação (Vfermentação) são 
expressos em mL. 
Os ensaios de fermentação foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL com 
120 mL de meio. Depois de inoculados os Erlenmeyers foram colocados na agitadora 
orbital (IKA 4s 4000, Alemanha) a 30 ± 1 °C e com agitação de 150 rpm durante 96 h. 
Os ensaios foram realizados em triplicado, o manuseamento dos Erlenmeyers e a 
recolha das amostras foram efetuados em condições de assepsia na câmara de fluxo 
laminar (Telstar Bio II A) e com a utilização de material estéril. 
Os ensaios foram acompanhados pela monitorização do pH, análise da densidade 
ótica por espectrofotometria, contagem de células viáveis pelas unidades formadores de 
colónias (UFC’s) e quantificação de açúcares e etanol por Cromatografia Líquida de 
Alta Eficiência (HPLC) (VWR Hitachi Elite LaChrom, EUA). 
 
 
 
  
16 
2.4  Matérias-primas 
Neste trabalho usou-se como matéria-prima soro de queijo de cabra, gentilmente 
fornecido pelo Portal dos Queijos situado em São Brás de Alportel, Faro. Este soro foi 
recolhido após o processo de produção de requeijão e por isso apresenta uma baixa 
concentração de proteínas, cerca de 3 g/L e uma concentração de lactose cerca de 36 g/L. 
 
2.4.1 Obtenção do soro de queijo permeado e do concentrado de 
proteínas do soro de queijo (WPC) 
O soro de queijo foi fracionado para obtenção de um permeado rico em lactose e 
com um conteúdo baixo de proteínas e um retentado com elevada concentração de 
proteínas do soro. 
O soro foi sujeito a um pré-tratamento, que consistiu na centrifugação do soro a 
12000 rpm e à temperatura de 8 ± 1 °C durante 45 minutos (Beckman Coulter J14MC, 
EUA) desta forma foi possível remover a gordura que se encontra à superfície do 
sobrenadante e sólidos suspensos que se acumulam no pellet. De seguida efetuou-se a 
MF com uma membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF - Durapore®) da 
Millipore com um poro nominal de 0,65 µm, que permite a remoção dos sólidos 
suspensos de uma forma mais eficaz, evitando o entupimento acelerado das membranas 
de UF.  
A ultrafiltração foi realizada usando duas membranas que apresentam o mesmo 
cut-off de 10 KDa e a mesma área de 0,005 m2 apresentando apenas diferenças no seu 
material sendo uma de poliétersulfone (Biomax®) e outra de celulose regenerada 
(PLCGC) ambas da Millipore. 
Os ensaios de microfiltração e ultrafiltração foram realizados numa unidade de 
filtração de fluxo transversal (Labscale™ TFF System e Pellicon® XL Cassettes), com 
uma pressão transmembranar de 1,38 bar para a MF e 1,72 bar para as membranas de 
UF. 
O soro permeado obtido é armazenado no congelador para posterior utilização. 
O retentado obtido é depois sujeito a um processo de liofilização (FreeZone 6L, 
EUA) à pressão de 16 Pa e à temperatura de -54 °C, para uma melhor preservação e 
armazenamento. 
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2.4.2 Concentração do soro de queijo permeado 
O soro de queijo permeado, tal como o soro de queijo na sua forma original 
apresenta um teor de lactose de cerca de 50 g/L. Para se obter um soro com uma 
concentração de lactose de 100 g/L, a ser usado nos ensaios fermentativos, procedeu-se 
à sua concentração através de um processo de evaporação utilizando um evaporador 
rotativo de vácuo (Heidolph 94200, Alemanha) à temperatura de 70 °C. 
 
2.5 Ensaios experimentais 
 
2.5.1 Microfiltração do soro de queijo 
Realizaram-se ensaios de microfiltração utilizando uma membrana de difluoreto 
de polivinilideno (PVDF - Durapore®) da Millipore com um poro nominal de 0,65 µm 
para filtração do soro de queijo previamente centrifugado. 
O ensaio foi realizado numa unidade de filtração de fluxo transversal 
(Labscale™ TFF System e Pellicon® XL Cassettes, 0,005 m2 área de superfície 
membranar), com uma pressão transmembranar de 1,38 bar e um volume total de 600 
mL. 
Após utilização da membrana esta é regenerada com um agente surfactante triton 
X100 a 0,1 % e um agente químico alcalino NaOCl a 0,025 % alternadamente, à 
temperatura de 45 °C durante 30 minutos. Este processo é realizado duas vezes com 
cada agente químico. 
Recolheram-se amostras de 50 mL do soro de queijo na sua forma original, após 
ser centrifugado, do permeado e do retentado resultantes da microfiltração e analisou-se 
os sólidos suspensos por gravimetria usando filtros de fibra de vidro GF/A (Whatman). 
As proteínas e a lactose foram quantificadas pelo método de Bradford e por HPLC 
respetivamente, como descrito nos pontos 2.6.2.3 e 2.6.2.4. 
O soro microfiltrado obtido é armazenado no congelador para posterior 
utilização. Este procedimento foi repetido até se obter volume suficiente para ensaios 
posteriores de UF. 
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2.5.2 Ultrafiltração do soro de queijo 
Realizam-se ensaios de UF utilizando duas membranas, uma de poliétersulfona 
(Biomax®) e outra de celulose regenerada (PLCGC) ambas da Millipore, apresentam 
um cut-off de 10 KDa e uma área de 0,005 m
2
. Este processo permite a obtenção de um 
permeado com teor pobre em proteínas e um retentado com um teor elevado de 
proteínas. 
O ensaio foi realizado para cada membrana numa unidade de filtração de fluxo 
transversal (Labscale™ TFF System e Pellicon® XL Cassettes), com um volume total 
de 500 mL. 
Após utilização da membrana esta é regenerada com um agente químico alcalino 
NaOH a 0,1 M, à temperatura de 40 °C durante 30 minutos por três vezes. 
Recolheram-se amostras de 3 mL do retentado e do permeado instantâneo da 
ultrafiltração ao longo do tempo com as duas membranas e quantificou-se as proteínas 
pelo método de Bradford e a lactose por HPLC como descrito nos pontos 2.6.2.3 e 
2.6.2.4. 
As membranas de ultrafiltração foram caracterizadas através do seu fluxo, 
calculado através da taxa de fluxo do permeado e do coeficiente de rejeição de proteína 
(Equação 3), que foi obtido por monitorização das concentrações de proteína no 
permeado (CPermeado) e retentado (CRetentado) da ultrafiltração ao longo dos ensaios. 
 
                 
          
           
      Equação 3 
 
O soro permeado obtido é armazenado no congelador para posterior utilização. 
Este procedimento foi repetido até se obter volume suficiente para posteriores ensaios 
de fermentação. 
Os retentados obtidos dos vários processos de UF são sujeitos a nova UF até se 
atingir um fator de concentração volumétrico (FCV) de 10, para a obtenção de uma 
concentração de proteínas mais elevada. O FCV é o coeficiente entre volume inicial de 
permeado e o volume de retentado. Este é posteriormente submetido a um processo de 
liofilização (FreeZone 6L, EUA) com uma pressão de 16 Pa e uma temperatura de -
54 °C, para uma melhor preservação e armazenamento. 
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2.5.3 Hidrólise enzimática do concentrado de proteínas do soro de 
queijo 
Realizaram-se 4 ensaios de hidrólise enzimática onde foram usadas as proteases 
de Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae, Bromelaína e Tripsina. O substrato 
utilizado foi o concentrado de proteínas do soro (WPC), nos rácios de enzima/substrato 
de 1:100, 4:100 e 8:100.  
Os ensaios foram realizados em triplicado em eppendorfs de 1,5 mL, com um 
volume total de 0,5 mL. 
As soluções de WPC (10%, p/v) foram preparadas em água destilada o que 
corresponde a (0,75 %, p/v) de proteína e o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 3M. 
Adicionaram-se os enzimas em quantidade adequada, de modo a atingir os rácios 
enzima/substrato desejados e as soluções foram incubadas a 50 ± 0,2 °C em banho-
maria com agitação constante de 120 rpm (Julabo SW22, Alemanha) durante um tempo 
total de 5 h (Silvestre et al., 2012). A reação hidrolítica termina aquecendo as soluções à 
temperatura de 90 ± 0,2 °C durante 10 minutos. 
Para controlar o grau de hidrólise, fez-se um controlo negativo com o WPC 
(10%, p/v), como descrito acima, onde não ocorre hidrólise e um positivo com a adição 
de 1 mL HCL 6M e inoculação durante 24h a uma temperatura de 110 °C, para obter 
100% de hidrólise (Bandyopadhyay et al., 2008). 
Recolheram-se amostras do WPC não hidrolisado (branco), do WPC totalmente 
hidrolisado e do HWPC enzimaticamente ao fim de 5 h. 
Neste ensaio mediu-se o grau de hidrólise através método do ácido 2,4,6 - 
trinitrobenzenosulfónico (TNBS) a usando do protocolo da GBiosciences, como 
descrito no ponto 2.6.2.5. Este método permite a quantificação de aminas primárias 
livres em solução. 
 
2.5.4  Velocidade de hidrólise enzimática do concentrado de 
proteínas do soro de queijo 
Realizou-se um ensaio de hidrólise enzimática ao longo do tempo, utilizando as 
proteases de Aspergillus oryzae e Bromelaína para hidrólise do WPC 10 % (p/v), com o 
rácio de 4:100 de enzima/substrato durante 8 horas. 
Fez-se um controlo com as proteases num rácio de 4:100, para saber qual a sua 
contribuição na concentração de aminas. 
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Recolheram-se amostras do HWPC de hora a hora durante 8 horas. 
Posteriormente realizou-se um ensaio de hidrólise enzimática em grande escala, 
utilizando apenas a protease de Aspergillus oryzae, também com o rácio de 
enzima/substrato de 4:100, durante 24 h, para obter uma quantidade suficiente de 
HWPC para utilizar em ensaios posteriores de fermentação. 
Recolheram-se amostras do HWPC de 4 em 4h durante as 24 h do ensaio. 
Determinou-se o grau de hidrólise como descrito no ponto 2.6.2.5. Os ensaios 
realizaram-se como descrito no ponto 2.5.4. 
 
2.5.5 Fermentação etanólica do soro de queijo permeado 
concentrado a 100 g/L de lactose pela levedura 
Kluyveromyces lactis CBS 2360 com diferentes fontes de 
azoto 
Realizaram-se três ensaios com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360, 
utilizando como fonte de carbono o soro de queijo permeado com uma concentração de 
100 g/L de lactose e diferentes fontes de azoto, 5 g/L de peptona com 3g/L de extrato de 
levedura (YEP), 8 g/L de WPC e um controlo sem adição de qualquer fonte de azoto. 
Os ensaios foram realizados em triplicado em Erlenmeyers de 250 mL com um 
volume total de meio fermentativo de 120 mL. Depois de esterilizados os meios 
(Uniclave 87, Portugal), foram inoculados com uma concentração inicial de células de 1 
x 10
7
 cel/mL e incubados numa agitadora orbital (IKA-KSA4000i, Alemanha) a 150 
rpm e à temperatura de 30 ± 1 °C, durante 96 h. Durante o ensaio recolheram-se 
amostras de 2 em 2 h até às 12 h, de 3 em 3 h a partir das 24 h e de 12 em 12 h a partir 
das 72 h até conclusão do ensaio fermentativo, sempre em condições de esterilidade 
(Telstar Bio II A, Espanha). 
Por cada amostra, analisou-se o crescimento celular por espectrofotometria 
(densidade ótica), pela contagem de células viáveis (UFCs), e por gravimetria da 
biomassa seca (peso seco), a concentração de lactose e de etanol por HPLC e o pH 
monitorizado, como descrito na metodologia no ponto 2.6. 
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2.5.6 Fermentação etanólica do soro de queijo permeado 
concentrado a 100 g/L de lactose pela levedura 
Kluyveromyces lactis CBS 2360 com concentrado de 
proteínas do soro de queijo (WPC) hidrolisado e não 
hidrolisado como fontes de azoto 
Realizaram-se três ensaios com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360, 
utilizando como fonte de carbono o soro de queijo permeado com uma concentração de 
100 g/L de lactose e como fontes de azoto 8 g/L de WPC, 8 g/L de WPC hidrolisado e 
também um controlo sem adição de qualquer fonte de azoto. Os ensaios foram 
realizados como descrito em 2.5.3. 
 
2.6 Parâmetros fermentativos 
Ao longo dos ensaios foram recolhidas amostras e realizadas as análises 
detalhadas a seguir. 
 
2.6.1 Determinação do crescimento celular 
 
2.6.1.1 Densidade ótica 
A densidade ótica é um parâmetro que permite acompanhar o crescimento 
celular pelo método de espectrofotometria (Cintra 202 – GBC, EUA) na gama do 
visível num comprimento de onda de 590 nm, no entanto não permite distinguir entre 
células viáveis e não viáveis. Antes da inoculação recolhe-se uma amostra de cada meio, 
que será o branco e será lido contra as amostras recolhidas ao longo do tempo. As 
amostras e o branco foram diluídos de modo a que a absorvância medida não 
ultrapassasse o valor de 0,9. É de notar que se fosse necessário fazer uma diluição 
diferente essa também seria feita no branco. 
 
2.6.1.2 Peso seco 
O peso seco permite determinar a concentração de biomassa, é por isso outro 
parâmetro que possibilita o acompanhamento do crescimento celular. Durante os 
ensaios de fermentação recolheu-se amostras de 1,2 mL para eppendorfs de 1,5 mL 
previamente secos e pesados. Esses são centrifugados (Eppendorf Centrifuge 5415D, 
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EUA) a 13200 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante é usado para a análise de 
quantificação de lactose e etanol e o pellet é seco (Binder FD53, EUA) a 50 ± 1 °C 
durante 60 h e posteriormente pesado (Precisa XB120A e Precisa 2200C IP65, Suíça) à 
temperatura ambiente. 
Este procedimento foi realizado para todos os ensaios de fermentação, porém os 
resultados do peso seco obtidos não foram os esperados e por isso a biomassa seca foi 
estimada através da correlação entre a densidade ótica e o peso seco celular (Equação 4), 
previamente estabelecida no laboratório de Engenharia e Biotecnologia Ambiental 
(LEBA) onde foram executados estes ensaios experimentais. 
 
                             Equação 4  
 
A concentração de biomassa seca é expressa em g/L e a densidade ótica em 
unidades de absorvância. 
 
2.6.1.3 Unidades formadoras de colónias 
A contagem de Unidades Formadoras de Colónias (UFCs) permite seguir o 
crescimento e a viabilidade celular. 
As amostras são diluídas sucessivamente em tubos de ensaio com tampão fosfato 
salino (PBS) 0,1M a pH 7,0, entre 10
2
 e 10
5
 vezes. As amostras são homogeneizadas e 
inocula-se 3 gotas de 20 µL em placas de Petri com meio YPD sólido. As placas são a 
incubadas em estufa (Incuterm – Raypa, Espanha) a 25 ± 1 °C durante 48 horas. 
  Posteriormente procedeu-se à contagem das colónias formadas, utilizando a 
Equação 5 para calcular a concentração celular: 
 
                                  
  
                
 Equação 5 
 
A concentração celular (Ccelular) é expressa em cél/mL e o volume inoculado em 
mL. 
 
Durante os ensaios realizados, também se procedeu à quantificação de lactose e 
de etanol como descrito em 2.6.2.4. 
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2.6.2 Métodos analíticos 
 
2.6.2.1 Medição do pH 
O pH foi medido nos ensaios de microfiltração, ultrafiltração e nos ensaios 
fermentativos, através de um potenciómetro (Crison Basic 2, Espanha). Nos ensaios de 
microfiltração e ultrafiltração o potenciómetro foi calibrado antes de cada utilização, 
enquanto nos ensaios fermentativos foi calibrado a cada 24 horas, para garantir a 
exatidão dos resultados. 
 
2.6.2.2 Medição da condutividade 
A condutividade foi medida nos ensaios de microfiltração e ultrafiltração através 
do condutivímetro (CRISON micro CM 2202, Espanha). Este foi calibrado antes de 
cada utilização, para garantir a exatidão dos resultados. 
 
2.6.2.3 Quantificação de proteínas do soro de queijo 
As proteínas foram quantificadas nos ensaios de MF e UF pelo método de 
Bradford (1976) a partir do protocolo da AppliChem. 
Um conjunto de padrões é criado numa gama de concentração entre 0 e 0,1 g/L a 
partir de uma solução stock de soro de albumina bovina purificada (BSA). Esta deve ser 
armazenada em alíquotas de 1 mL. 
Para a realização da curva padrão, dissolveu-se BSA numa solução salina de 
NaCl a 0,150 M, que é a mesma onde as amostras devem também ser diluídas. A 100 
μL de amostra adicionou-se 1 mL de Reagente de Bradford previamente filtrado por 
decantação com um filtro #1 (Whatman). Procedeu-se à leitura da absorvância dos 
padrões e das amostras num comprimento de onda de 595 nm (Cintra 202 – GBC, 
EUA) contra um branco sem qualquer adição de proteína. 
Os valores obtidos para os padrões através da medição da sua absorvância, são 
então utilizados para construir uma curva padrão para a qual os valores obtidos das 
amostras de soro de queijo podem ser comparados para determinar a sua concentração. 
Como a proteína BSA tem tendência para absorver água durante o seu 
armazenamento, é necessário previamente obter a sua concentração exata através da 
medição da sua absorvância num comprimento de onda de 280 nm, usando cuvettes de 
quartzo, assim a solução deve apresentar uma absorvância de 0,66. 
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2.6.2.4 Quantificação de lactose e etanol 
A lactose foi quantificada nos ensaios de MF, UF e fermentação e o etanol foi 
quantificado nos ensaios de fermentação através do método de HPLC. 
Apenas as amostras do soro de queijo na sua forma original foram sujeitas a uma 
centrifugação (Eppendorf Centrifuge 5415D, EUA) prévia a 13200 rpm durante 10 
minutos para remoção de sólidos suspensos tal como as amostras dos ensaios 
fermentativos como descrito em 2.6.1.2. Seguidamente todas as amostras dos ensaios 
referidos foram filtradas com filtros com um diâmetro de poro de 0,22 µm (Millipore) 
para vials, para posterior análise. 
O equipamento de HPLC (VWR Hitachi Elite LaChrom, EUA) é constituído por 
um detetor (IR L-2490), uma bomba (L-2130), um forno (L-2300), um injetor 
automático (L-2200) e uma coluna cromatográfica Aminex HPX 87H (Biorad) equipada 
com uma pré-coluna (Carbo-P Biorad). 
A quantificação foi realizada utilizando como eluente HNO3 10 mM com um 
caudal de 0,5 mL/min e à temperatura de 45 °C. O eluente foi previamente 
desgaseificado num banho de ultrassons (Ultrason – Selecta, Espanha) durante 30 
minutos. 
 
2.6.2.5 Determinação do grau de hidrólise 
A concentração de grupos amina primários no concentrado de proteínas do soro 
de queijo foi medida através do método do ácido 2,4,6 - trinitrobenzenosulfónico 
(TNBS), a usando o protocolo da GBiosciences. Trata-se de um método 
espectrofotométrico na gama do ultravioleta num comprimento de onda de 335 nm, que 
mede a quantidade dos cromóforos formados pela reação de aminas primárias com o 
TNBS. 
A concentração de aminas presente nas proteínas foi doseada utilizando o 
aminoácido glicina (Gly) como padrão. A curva padrão foi preparada dissolvendo 
glicina no tampão de reação constituído por bicarbonato de sódio 0,1 M com pH 8,5, 
sendo este ajustado com NaOH 3M. Assim preparou-se os padrões numa gama de 
concentração de 0 a 0,13 mmol/L. As amostras foram também diluídas no tampão de 
reação. Aos padrões e às amostras adiciona-se 250 µL de uma solução de trabalho, 
constituída por tampão de reação e TNBS 0,01 % (v/v) preparado a partir de TNBS a 
1% e incuba-se em banho-maria (Julabo SW22, Alemanha) a 37 ºC durante 2 h. 
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Durante o período de incubação as amostras e os padrões, tal como o banho 
devem ser cobertos com papel de alumínio de modo a evitar a aceleração da reação por 
exposição à luz. Para terminar a reação adicionou-se 125 µL de HCl 1M e 250 µL de 
SDS a 10%. 
Procedeu-se à leitura da absorvância dos padrões e das amostras num 
comprimento de onda de 335 nm (Cintra 202 – GBC) contra um branco sem qualquer 
adição de proteína, usando cuvettes de quartzo. 
Os valores de absorvância obtidos para os padrões são então utilizados para 
construir uma curva padrão, com a qual os valores de absorvância obtidos para as 
amostras podem ser comparados para determinar a concentração de aminas primárias. 
 
 
2.7 Caracterização da cinética de crescimento 
 
 
2.7.1 Taxa específica de crescimento 
A taxa específica de crescimento (µ) é determinada nos ensaios fermentativos, 
através do programa de modelação on-line DMFit (http://modelling.combase.cc). Esta 
ferramenta determina a taxa específica de crescimento baseando-se em modelos de 
aproximação, utilizando o logaritmo da concentração celular obtida, através do peso 
seco em função do tempo de fermentação. A taxa específica de crescimento é expressa 
em h
-1
. 
 
2.7.2 Tempo de duplicação 
O tempo de duplicação (td) foi calculado usando a Equação 6: 
 
    
      
 
  Equação 6 
O tempo de duplicação é expresso em h e a taxa específica de crescimento (µ) 
em h
-1
. 
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2.7.3 Rendimento de biomassa produzida em função do substrato 
O rendimento de biomassa produzida (X) em função do substrato (S) é o declive 
calculado por regressão linear dos valores de biomassa em relação à lactose consumida 
em função do tempo. Este rendimento (YX/P) é expresso em g biomassa produzida / g 
lactose consumida. 
 
2.7.4 Rendimento de etanol produzido em função do substrato 
O rendimento de etanol produzido (P) em função do substrato (S) é o declive 
calculado por regressão linear dos valores de etanol em relação à lactose consumida em 
função do tempo. Este rendimento (Y P/S) é expresso em g etanol produzido / g lactose 
consumida. 
 
2.7.5 Produtividade máxima de etanol 
A produtividade máxima de etanol trata-se do declive calculado por regressão 
linear dos valores de concentração de etanol até ao seu máximo produzido em função do 
tempo de fermentação. A produtividade máxima é expressa em g/L.h. 
 
2.8 Tratamento estatístico de resultados 
Os resultados obtidos em todos os ensaios experimentais foram sujeitos a 
tratamento estatístico 
As regressões lineares foram efetuadas no Microsoft Office Excel 2013 e a s 
análises de variância foram efetuadas pelo teste Student-Newman-Keuls (P<0,05) no 
software SigmaPlot versão 12. 
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3. Resultados e discussão 
 
De acordo com os objetivos desta dissertação realizou-se o fracionamento do soro 
de queijo por membranas de forma a obter um substrato rico em lactose e uma fonte de 
azoto (WPC) rica em proteínas do soro, para posterior utilização em ensaios 
fermentativos. 
Num primeiro ensaio fermentativo onde se utilizou a levedura Kluyveromyces lactis 
CBS 2360 avaliou-se a capacidade fermentativa desta levedura para a produção de 
bioetanol usando o soro de queijo permeado proveniente da ultrafiltração. O seu 
desempenho fermentativo foi avaliado com diferentes suplementos de fonte de azoto, 
como o WPC, e uma combinação de extrato de levedura e peptona. 
Delinearam-se também ensaios de hidrólise enzimática do WPC com diferentes 
protéases: Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae, Bromelaína e Tripsina. Este 
processo permite melhorar as propriedades funcionais e aumentar o campo de aplicação 
das proteínas do soro. Os péptidos obtidos deste processo têm menor peso molecular e 
estrutura secundária do que as proteínas que lhes deram origem. A hidrólise enzimática 
pode ser usada para produzir hidrolisados proteicos com diferentes perfis de 
aminoácidos e péptidos que variam consoante as características do enzima utilizado 
(Silvestre et al., 2013), estes desta forma podem ser melhor assimilados como fonte de 
azoto pela levedura. 
Numa última fase, de modo a avaliar o uso do HWPC resultante da hidrólise 
enzimática e WPC na sua forma original como fontes de azoto, realizou-se um ensaio 
fermentativo comparativo com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360. 
  
3.1 Microfiltração do soro de queijo 
Componentes como gordura, microrganismos (bactérias) e sólidos suspensos 
presentes no soro de queijo promovem a curto prazo o entupimento das membranas de 
UF. Para que o processo de UF seja eficaz procedeu-se a um pré-tratamento do soro 
através de um processo combinado de centrifugação e MF. Neste ensaio de MF usou-se 
uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF). 
Analisou-se o pH, condutividade, fluxo, teor de sólidos suspensos, assim como 
as concentrações de açúcar (lactose) e proteínas presentes (tabela 1) após cada etapa do 
pré-tratamento. 
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Tabela 1: Parâmetros de caracterização do soro para as várias etapas do processo de pré-tratamento do soro 
de queijo.  
Material 
S. Suspensos 
(mg/L) 
Volume 
(mL) 
pH 
Condutividade 
(mS/cm) 
[Proteína] 
(g/L) 
[Lactose] 
(g/L) 
Soro 1310 1000 5,58 ± 0,075
b 
18,19 ± 0,16
a 
2,73 ± 0,38
a 
36,31 ± 2,39
a 
Após 
centrifugação 
900 700 5,98 ± 0,025
ab
 17,21 ± 0,17
a
 2,76 ± 0,065
a 
36,12 ± 3,07
a 
MF - 
Permeado 
580 500 6,54 ± 0,015
a 
15,37 ± 0,34
a 
3,28 ± 1,24
a 
34,62 ± 2,24
a 
MF -
Retentado 
1116 100 6,31 ± 0,24
a 
15,54 ± 1,9
a 
1,84 ± 0,22
a 
34,28 ± 4,28
a 
Sólidos suspensos (S. Suspensos), Microfiltração (MF). Valores médios (n = 2) ± erro padrão, na coluna valores com 
a mesma letra não são estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05). 
 
 
O soro utilizado neste trabalho é recolhido após o processo de fabrico do 
requeijão, o que justifica o baixo teor de proteínas nele existente. 
No decorrer do ensaio de MF, verificou-se uma diminuição do fluxo (Figura 5) 
de 1,17 para 0,49 L/m
2
.min. O fluxo médio apresentando é de 1,17 ± 0,68 L/m
2
.min. 
A diminuição do fluxo durante o ensaio pode ser justificada pela polarização da 
concentração e pela obstrução da membrana, incluindo a deposição, assim como a 
adsorção de proteínas nos poros (Rezaei et al., 2014). Após o ensaio a membrana foi 
limpa com um agente químico alcalino e um agente surfactante, restaurando o fluxo 
para os valores iniciais (≈7 L/m2.min), quando se usou apenas água destilada. Este passo 
é necessário para identificar a regeneração e o estado de limpeza da membrana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Fluxo (F) do soro de queijo em função do fator de concentração volumétrico (FCV) do processo 
de MF, com uma membrana de PVDF. 
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O pré-tratamento do soro de queijo (Tabela 1) permitiu um decréscimo do teor 
de sólidos suspensos de 1310 para 580 mg/L. Mediante este resultado pode-se dizer que 
um pré-tratamento constituído por centrifugação e MF poderá melhorar propriedades 
funcionais do WPC devido à remoção de gordura e por isso apresentar menos efeitos 
negativos no produto (Cheryan, 1998). 
A concentração de lactose tal como a concentração de proteína são semelhantes 
aos valores iniciais, no entanto obteve-se uma concentração maior de proteína no 
permeado do que no retentado da MF com 3,28 ± 1,24 g/L e 1,84 ± 0,22 g/L 
respetivamente. No entanto a análise estatística indica que esta diferença não é 
significativa. Este resultado foi atípico e não se repetiu ao longo do trabalho 
experimental. 
Ensaios posteriores mostram que a proteína é retida durante a MF. A membrana 
utilizada na MF é uma membrana polimérica (hidrofóbica) constituída por PVDF que é 
obtido da polimerização do difluoreto de vivilideno, este tipo de material em condições 
convencionais de fluxo transversal (fluxo cruzado) pode provocar a formação de uma 
membrana secundária ou dinâmica de partículas polarizadas, que faz com que se 
comporte como uma membrana de UF (Cheryan, 1998). A membrana pode também 
reter proteínas de elevado tamanho, como por exemplo as micelas de caseína. 
 Kelly e Zydney, (1997) observaram que durante a filtração do leite ou do soro de 
queijo, as proteínas tendem a obstruir membranas com poros muito maiores do que o 
tamanho dos seus monómeros ou dímeros constituintes. Isto pode ser atribuído à 
presença de aglomerados proteicos que podem ser até três ordens de grandeza maiores 
do que os monómeros. 
Atualmente dois tipos principais de materiais são usados no fabrico de 
membranas para a MF do soro do queijo: cerâmica e polímeros. As membranas de 
cerâmica têm propriedades superiores às poliméricas, como elevada estabilidade 
química, física, térmica e microbiana, que permitem um prolongamento do tempo de 
vida útil e facilidade de limpeza, portanto são uma boa alternativa na indústria 
biotecnológica e alimentar (Golbandi et al., 2013). 
Os parâmetros condutividade e pH também foram avaliados. Embora a 
condutividade diminuísse ligeiramente do soro inicial para soro centrifugado e se 
mantenha semelhante entre o permeado e o retentado da MF, essa desigualdade não é 
significativa. O pH aumenta ao longo o pré-tratamento do soro, apresentando diferenças 
significativas entre o soro inicial e o soro permeado e entre o soro inicial e o soro 
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retentado. Essa diminuição pode ser justificada pela remoção de ácidos gordos livres 
como a gordura, levando a uma diminuição de acidez. 
 
3.2 Ultrafiltração do soro de queijo 
O soro permeado proveniente da MF é assim utilizado para a realização de um 
ensaio de UF onde o soro de queijo é fracionado em dois produtos: um retentado 
enriquecido em proteínas e um permeado com baixo conteúdo proteico. 
Neste ensaio analisaram-se os parâmetros pH, condutividade, as concentrações 
de lactose e proteínas presentes no permeado e retentado, como descrito na metodologia 
em 2.6.2., e foi calculado o fluxo médio, o rendimento de recuperação de proteína, o 
rendimento da lactose e o coeficiente de rejeição da proteína, como mostrado na tabela 
2. 
 
 
Tabela 2: Parâmetros de caracterização dos ensaios de UF para avaliação das membranas de poliétersulfona e 
celulose regenerada 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Valores médios (n = 2) ± erro padrão, na linha valores com a mesma letra não são estatisticamente diferentes de 
acordo com o teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05). 
 
Tal como se observou nos ensaios de MF, o fluxo também tende a diminuir no 
decorrer do processo de UF. 
 
Membranas 
Poliétersulfona Celulose Regenerada 
Permeado 
[Proteína] (g/L) 0,16 ± 0,020
a
 0,13 ± 0,0016
a
 
[Lactose] (g/L) 43,0 ± 0,24
a
 43,5 ± 0,53
a
 
pH 6,6 ± 0,05
a
 6,6 ± 0,035
a
 
Condutividade 
(mS/cm) 
18,5 ± 0,11
a
 18,1 ± 0,45
a
 
Retentado 
[Proteína] (g/L) 11,6 ± 1,13
a
 13,1 ± 1,83
a
 
[Lactose] (g/L) 39,0 ± 4,46
a
 42,3 ± 3,18
a
 
pH 6,5 ± 0,0050
a
 6,5 ± 0,010
a
 
Condutividade 
(mS/cm) 
16,9 ± 0,32
a
 17,8 ± 0,13
a
 
Coeficiente Rejeição de Proteína 
(%) 
96,4 ± 0,422
a
 97,8 ± 0,171
a
 
Proteína Recuperada (%) 86,6 93,3 
Lactose Recuperada (%) 81,2 82,3 
Fluxo médio (L/min.m
2
) 0,54 ± 0,017
b
 0,80 ± 0,013
a
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Na figura 6, é possível verificar que o fluxo do soro para a membrana de 
poliétersulfona (A) é menor (0,49 – 0,40 L/m2.min), relativamente à de celulose 
regenerada (B) (0,68 – 0,56 L/m2.min). O fluxo médio apresentado para a membrana de 
poliétersulfona é 0,54 ± 0,017 L/m
2
.min e para a membrana de celulose regenerada é 
0,80 ± 0,013 L/m
2
.min. O fluxo médio apresentado para estas membranas é superior aos 
fluxos mostrados na figura 6, possivelmente devido ao facto de o soro ser permeado 
mais rapidamente no início do ensaio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O soro de queijo como já foi mencionado anteriormente obstrui mais facilmente 
membranas hidrofóbicas, como por exemplo as de polisulfona, poliétersulfona, 
polipropileno e politetrafluoretileno, do que as membranas hidrofílicas, como a de 
acetato de celulose, celulose regenerada e poliacrilamida, principalmente devido às 
interações entre a proteína e a membrana. Sais minerais como o fosfato de cálcio 
(Ca3(PO4)2), também têm um papel importante, pois podem precipitar na membrana ou 
no interior dos poros e/ou interagir com a membrana, possivelmente através de pontes 
entre a membrana e as proteínas. A deposição destes sais e de proteínas, também está 
envolvido na obstrução de membranas de cerâmica (Cheryan, 1998). 
 
 
Figura 6: Fluxo (F) em função do FCV de soro permeado recolhido durante a UF, utilizando as 
membranas de (A) poliétersulfona e (B) celulose regenerada. 
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A concentração de proteínas no retentado (CPR) e no permeado (CPP) aumentou 
gradualmente (figura 7) no decorrer da UF com a utilização das duas membranas, no 
entanto verifica-se que no final da UF no permeado essa concentração é muito menor do 
que no retentado. Essa diferença é também visível na comparação entre membranas, que 
apesar da CPR ser semelhante, a CPP é ligeiramente menor quando se utiliza a 
membrana de celulose regenerada (figura 7.B), essa diferença é justificada pelo facto da 
membrana de celulose ser mais eficaz na retenção de proteínas. Assim o rendimento de 
proteína recuperada por este processo usando as membranas de poliétersulfona e de 
celulose regenerada foi de 86,6 % e 93,3 % respetivamente. Já os valores de 
concentração de lactose no final da UF são idênticos entre membranas, apresentando 
assim um rendimento de recuperação da lactose de 81,2 % para a membrana de 
poliétersulfona e 82,3 % para a de celulose regenerada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
O coeficiente de rejeição (CR) é a capacidade da membrana reter ou rejeitar a 
passagem de certas moléculas. Durante o processo de UF observou-se (figura 8), que o 
CR é semelhante entre as membranas, sendo porém ligeiramente mais baixo para a 
membrana de poliétersulfona (figura 8.A) (96,4 %) que para a membrana de celulose 
regenerada (figura 8.B) (97,9 %). Esta diferença pode ocorrer, como já foi mencionado 
anteriormente, devido às membranas serem constituídas por materiais diferentes, 
Figura 7: Concentração de proteínas no retentado (CPR) e no permeado (CPP) ao longo da ultrafiltração. 
(A) Membrana poliétersulfona; (B) Membrana celulose regenerada. 
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levando a que as proteínas tenham mais dificuldade em atravessar a membrana de 
poliétersulfona (hidrofóbica) do que da membrana de celulose regenerada (hidrofílica).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Outros parâmetros como o pH e a condutividade também foram avaliados, 
embora não tenham sido determinantes para a escolha da membrana (tabela 2). Estes 
não apresentam valores significativamente diferentes quer entre o permeado e o 
retentado quer entre membranas. 
Tendo em conta os resultados obtidos optou-se por escolher a membrana de 
celulose regenerada para ensaios posteriores de UF com o objetivo de acumular soro 
permeado e WPC que iriam servir de substrato e fonte de azoto nos ensaios de 
fermentação. 
Após os ensaios finais de UF com a membrana selecionada é possível obter 
(tabela 3) um soro permeado com uma concentração de lactose e proteína de 52,95 ± 
0,21 (g/L) e 0,99 ± 0,028 (g/L) respetivamente e um WPC liofilizado com um teor de 
lactose de 53,4 % (p/p) e de proteína de 7,5 % (p/p).  
 
 
Tabela 3: Concentrações finais de proteína e lactose no WPC liofilizado e no soro de queijo permeado. 
 
 
Amostra Concentração Proteína Concentração Lactose 
WPC 7,5 % (p/p) 53,4 % (p/p) 
Soro permeado 0,99 ± 0,028(g/L) 52,95 ± 0,21(g/L) 
Figura 8: Coeficiente de rejeição de proteína (CR) em função do FCV. (A) Membrana poliétersulfona; (B) 
Membrana celulose regenerada. 
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3.3  Fermentação etanólica do soro de queijo permeado pela levedura 
Kluyveromyces lactis CBS 2360 com diferentes fontes de azoto 
O soro permeado obtido pela UF foi posteriormente concentrado como descrito 
no ponto 2.4.2, até atingir uma concentração de 100 g/L de lactose, sendo depois usado 
como fonte de carbono para a fermentação alcoólica. Este passo prévio de concentração 
é necessário para que o processo de fermentação seja rentável, pois a fermentação direta 
do soro de queijo que contém aproximadamente 45 a 50 g/L de lactose, apenas produz 
cerca de 2,5 % de etanol (Oda e Nakamura, 2009). O rendimento teórico de etanol 
relativo ao consumo de substrato apresentado para a levedura Kluyveromyces lactis 
CBS 2360 é 0,54 g/g. 
O ensaio de fermentação foi realizado, em Erlenmeyer, para avaliar a capacidade 
fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com o soro permeado como 
substrato concentrado a 100 g/L de lactose em três condições diferentes: sem 
suplemento de fonte de azoto, com 3 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de peptona e 
com 8 g/L WPC, à temperatura de 30 ± 1 °C durante 96 horas. 
As estirpes de levedura Kluyveromyces sp. são normalmente utilizadas para a 
fermentação do soro de queijo, uma vez que apresentam a capacidade de metabolizar a 
lactose. Estudos anteriormente realizados no LEBA elegeram, das estirpes estudadas, a 
levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 como a levedura que apresenta melhor 
capacidade fermentativa para a fermentação do soro de queijo em bruto com uma 
concentração de 100 g/L de lactose, foi por isso também a levedura escolhida para a 
realização deste trabalho (Felizardo A. 2015). 
O WPC foi avaliado neste trabalho como uma fonte de azoto alternativa e menos 
dispendiosa que o YEP, de forma a colmatar o défice de azoto apresentado pelo soro, 
uma vez que tem um baixo conteúdo proteico (0,99 g/L).  
O perfil de produção de etanol, crescimento celular e consumo de lactose pela 
levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com as diferentes fontes de azoto encontra-se 
na figura 9. Os parâmetros cinéticos de crescimento da levedura na experiência 
comparativa efetuada são apresentados na tabela 4. 
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Figura 9: Perfil de produção de etanol e de crescimento da estirpe Kluyveromyces lactis CBS 2360, na 
fermentação do soro permeado proveniente da UF, como substrato, suplementado com (A) Extrato de 
levedura (3 g/L) e peptona (5 g/L), (B) WPC (8 g/L) e (C) sem adição de fonte de azoto, em Erlenmeyer. 
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Tabela 4: Parâmetros cinéticos de crescimento e de produção de etanol determinados para as fermentações, 
em Erlenmeyer, do soro de queijo permeado como substrato com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 e 
diferentes fontes de azoto 
 
E. levedura (3 g/L) 
Peptona (5 g/L) 
WPC (8g/L) Sem adição fonte de azoto 
Conversão de açúcares 
(%) 
100 100 100 
µ (h
-1
) 0,0486 ± 0,00199
a
 0,0397 ± 0,00217
b
 0,0349 ± 0,00172
b
 
td (h)  14,26 17,46 19,86 
test (h)  30  33 33  
Xmax (g/L) 7,44 ± 0,063
c
 8,92 ± 0,087
a
 8,65 ± 0,047
b
 
Etanol máx (g/L) 40,59 ± 1,48
a
 41,94 ± 0,84
a
 43,74 ± 0,91
a
 
t etanol máx (h)  60 96 54 
Y X/S (g/g) 0,035 ± 0,0032
a
 0,033 ± 0,0033
a
 0,031 ± 0,0046
a
 
Y P/S (g/g) 0,353 ± 0,010
a
 0,304 ± 0,018
a
 0,312 ± 0,0061
a
 
Produtividade (g/L.h) 1,12 ± 0,043
a
 1,04 ± 0,038
a
 0,96 ± 0,060
a
 
Concentrado de proteínas do soro (WPC), Taxa específica de crescimento (μ), tempo de duplicação (td), Tempo do 
início fase estacionária (test) Concentração máxima de biomassa (Xmáx), Concentração máxima de etanol (Etanol máx), 
Tempo de obtenção do etanol máximo (t etanol máx), Rendimento de biomassa relativo ao consumo de substrato (YX/S), 
Rendimento de etanol relativo ao consumo de substrato (YP/S). Valores médios (n = 3) ± erro padrão, valores com a 
mesma letra não são estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05). 
 
A levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 é caracterizada pelo seu 
metabolismo respiro-fermentativo e isso verifica-se neste ensaio fermentativo. Quando 
se utiliza o YEP como fonte de azoto (figura 9.A), observa-se uma fase de latência de 6 
h seguida de uma fase exponencial que dura 27 h. Supõe-se que tanto a via respiratória 
como a fermentativa encontram-se simultaneamente ativas o que levou ao esgotamento 
da fonte de carbono (lactose) nas primeiras 36 h de fermentação, alcançando uma 
biomassa máxima (Xmáx) de 7,44 ± 0,063 g/L. A produção de etanol ocorreu 
principalmente durante a fase exponencial atingindo uma concentração de 38,31 ± 0,75 
g/L às 36 h, quando se dá o consumo total de lactose. Com a limitação da fonte de 
carbono a levedura entra automaticamente em fase estacionária, no entanto, apesar de 
após essa hora a concentração de etanol ter estabilizado, o seu máximo (Etanolmáx) só se 
verificaria mais tarde às 60 h com 40,59 ±1,48 g/L. 
Estudos anteriores realizados no LEBA usando soro de queijo em bruto com 
uma concentração de 80 g/L de lactose suplementados com 3 g/L de extrato de levedura 
e 5 g/L de peptona, 3 g/L de ureia e sem fonte de azoto adicionada, mostram que 
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quando se adiciona YEP como fonte de azoto a levedura apresenta um crescimento mais 
rápido, uma produção de etanol e um rendimento de etanol em relação ao substrato mais 
elevados, comparativamente aos ensaios com ureia e sem adição de fonte de azoto 
(Felizardo A. 2015).  
Quando se utiliza o WPC como fonte de azoto (figura 9.B), observa-se uma fase 
de latência que dura cerca de 4 h e uma fase exponencial de 30 h, atingindo uma 
biomassa de 7,82 ± 0, 077 g/L às 48 h. A fonte de carbono é totalmente convertida em 
etanol às 48 h atingindo uma concentração de etanol de 36,91 ± 2,56 g/L. Apesar disso a 
concentração máxima de biomassa só se verificaria mais tarde, às 96 h com 8,92 ± 
0,087 g/L e a concentração máxima de etanol às 54 h com 41,94 ± 0,84 g/L. A partir das 
60 h nota-se um crescimento lento. Apesar de não ser evidente o consumo de etanol, 
este pode ocorrer para a manutenção celular. 
Quando não há qualquer adição de fonte de azoto (figura 9.C), é possível 
visualizar que a levedura tem um comportamento semelhante ao que tem quando se usa 
WPC, pois também apresenta uma fase de latência de 4 h e uma fase exponencial de 30 
h. A levedura, tal como nas fermentações anteriores também consome todo o açúcar 
presente no meio, neste caso por volta das 48 h, apresentando uma biomassa de 7,74 ± 
0,056 g/L e uma concentração de etanol de 41,89 ± 4,45 g/L. No entanto a concentração 
máxima de etanol só foi registada às 54 h com 43,74 ± 0,91 g/L. Devido ao esgotamento 
da fonte de carbono a levedura entra em fase estacionária, no entanto a partir das 60 h 
existe um ligeiro crescimento, obtendo-se uma biomassa máxima de 8,65 ± 0,067 g/L 
no final da fermentação (96 h). Este crescimento pode ser justificado pelo consumo de 
etanol por parte da levedura, pois às 60 h observa-se um decréscimo de etanol de 43,74 
± 0,91 g/L para 39, 11 ± 2,16 g/L. A partir das 60 h a concentração de etanol é sempre 
inferior à desse máximo. Todavia isso não aconteceu com a fonte de azoto YEP (figura 
9.A), provavelmente devido à baixa viabilidade celular (Anexo I). 
Os perfis de crescimento são semelhantes em alguns aspetos, mas através dos 
parâmetros cinéticos deste ensaio fermentativo (tabela 4) é possível constatar algumas 
diferenças.  
Embora no meio com YEP a fase de latência seja maior, através do parâmetro da 
taxa específica de crescimento (µ) verificou-se que o crescimento é mais rápido (0,0486 
± 0,00199 h
-1
) relativamente aos meios com WPC (0,0397 ± 0,00217 h
-1
) e sem fonte de 
azoto (0,0349 ± 0,00172 h
-1
). Porém a biomassa máxima registada nos três ensaios 
apresenta diferenças significativas, sendo o meio com WPC o que apresenta a 
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concentração mais elevada com 8,92 ± 0,087 g/L seguido do meio sem adição de fonte 
de azoto com 8,65 ± 0,047 g/L e o por fim o meio com YEP com uma concentração de 
7,44 ± 0,063 g/L. O facto da concentração de biomassa no meio com YEP ser mais 
baixa que nos outros meios, pode ser justificada pela perda de viabilidade das células 
(Anexo II). Os parâmetros de produtividade, concentração máxima de etanol e o 
rendimento de biomassa a partir do substrato (YX/S), apresentaram valores sem 
diferenças significativas em todas as fermentações. 
Neste ensaio também se analisou o pH ao longo do processo fermentativo, como 
se pode consultar em anexo. Observa-se que o pH diminuiu durante a fermentação, 
provavelmente devido à produção de subprodutos, porém existe um aumento do pH (C) 
a partir das 48 h, quando se utiliza o WPC como fonte de azoto. 
Assim, pode-se dizer que a adição de YEP como fonte de azoto na fermentação 
do soro de queijo permeado, possui a vantagem de provocar um crescimento mais 
rápido do que na ausência de fonte de azoto, mas têm pouca influência na cinética de 
acumulação de etanol no meio de crescimento. 
 
3.4 Hidrólise enzimática do concentrado de proteínas do soro de 
queijo 
O WPC enriquecido em proteínas foi hidrolisado enzimaticamente, com vista ao 
melhoramento das propriedades físicas, químicas, funcionais e nutricionais das 
proteínas originais (Qi e He, 2006), para que possa ser usado como fonte de azoto na 
fermentação alcoólica do soro de queijo permeado. 
Assim, o ensaio de hidrólise enzimática do WPC como substrato foi realizado 
usando as proteases de Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae, Bromelaína e 
Tripsina a diferentes rácios de enzima/substrato: 1:100, 4:100 e 8:100. 
O WPC foi analisado na sua forma original, e foi hidrolisado com a adição de 
um ácido para obter 100% de hidrólise, estas análises serviram de controlo (tabela 5). 
Observa-se uma concentração muito baixa de aminas de cerca de 9,45 ± 0,19 
mmol/L para o WPC não hidrolisado e uma concentração de 95,61 ± 1,18 mmol/L, 
quando este é totalmente hidrolisado. 
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Tabela 5: Valores de concentração de aminas do WPC não hidrolisado, que constitui o branco e do WPC 
totalmente hidrolisado 
 
 
 
 
 
A partir da tabela 6 verifica-se que todas as proteases usadas promovem o 
aumento da concentração de aminas livres com o aumento do rácio de enzima/substrato. 
As diferenças de concentração podem ser justificadas pela diferente atividade das 
proteases (Bacillus licheniformis ≥ 2,40 U/g, Aspergillus oryzae ≥ 500 U/g, Bromelaína 
≥ 3000 U/g e Tripsina ≤ 4000 U/g). No entanto para a realização deste ensaio usou-se a 
mesma temperatura (50 °C) e o mesmo pH (7) para todas as proteases o que podem não 
ser as suas condições ótimas de funcionamento e por isso ter afetado os resultados da 
tripsina e da bromelaína, uma vez que apresentam maior atividade. As proteases com 
valores mais elevados de concentração de aminas livres foram a de Aspergillus oryzae e 
a bromelaína. 
 
 
Tabela 6: Concentração de aminas primárias no final da hidrólise do WPC com diferentes proteases e 
diferentes rácios de enzima e substrato. 
 
 
 
 
 
 
 
As concentrações de aminas obtidas para as proteases de Aspergillus oryzae e 
Bromelaína são mais elevadas que a obtida para a hidrólise ácida total do WPC. Este 
resultado pode ser devido à hidrólise ácida do WPC ter sido incompleta, bem como o 
facto de o WPC ter na sua composição uma concentração elevada de lactose. Como a 
hidrólise ácida é levada a cabo a uma temperatura elevada (110 °C) pode ter provocado 
a hidrólise da lactose em açúcares redutores e os grupos carbonilo presentes nos 
Amostra [Aminas] (mmol/L) 
WPC não hidrolisado 9,45 ± 0,19 
WPC totalmente hidrolisado 95,61 ± 1,80 
 
[Aminas] (mmol/L) 
Rácio Bacillus licheniformis Aspergillus oryzae Bromelaína Tripsina 
1:100 41,12 ± 0,077 91,29 ± 1,32 43,79 ± 0,56 29,14 ± 0,28 
4:100 52,15 ± 0,62 108,05 ± 0,022 68,72 ± 13,17 60,06 ± 2,88 
8:100 64,65 ± 1,30 125,01 ± 0,88 117,47 ± 2,42 79,10 ± 0,54 
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açúcares reagem com as aminas livres das proteínas, este fenómeno é conhecido como a 
reação de Maillard (Oh et al., 2013).  
Como os rácios que apresentam concentrações mais elevadas de aminas são o de 
4:100 e 8:100, decidiu-se usar apenas o rácio de 4:100 e as proteases Aspergillus oryzae 
e a bromelaína para um estudo posterior para determinar a velocidade da hidrólise 
enzimática, porque os resultados obtidos para o rácio 8:100 não justificam a adição de 
uma maior quantidade de enzima, pois a adição do dobro de enzima não representa uma 
relação de proporcionalidade em relação ao aumento na concentração final de aminas 
livres. 
 
3.5  Velocidade de hidrólise enzimática do concentrado de proteínas 
do soro de queijo 
Realizou-se um ensaio de determinação da velocidade de hidrólise enzimática do 
WPC, com as proteases de Aspergillus oryzae e Bromelaína e o rácio de 4:100 de 
enzima/substrato, selecionados no ensaio anterior, com o objetivo de escolher a protease 
que apresenta uma velocidade de hidrólise superior. 
O ensaio de cinética de hidrólise apresenta diferenças significativas na 
velocidade do processo de hidrólise para as duas proteases (tabela 7). A protease de 
Aspergillus oryzae apresenta uma velocidade inicial e uma concentração de aminas 
livres maior do que a bromelaína e hidrolisa cerca de 3,37 ± 0,087 mmol/L.h, enquanto 
a bromelaína apenas hidrolisa 2,88 ± 0,0097 mmol/L.h. Por esse motivo, a protease de 
Aspergillus oryzae foi a escolhida para levar a cabo a hidrólise enzimática do WPC em 
maior escala, com vista à obtenção de material hidrolisado suficiente para ensaios de 
fermentação. 
 
 
Tabela 7: Velocidade inicial para as proteases Aspergillus oryzae e bromelaína utilizando o rácio 4:100.  
 
 
 
 
Valores médios (n = 3) ± erro padrão, valores com diferentes letras são estatisticamente diferentes de acordo com o 
teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05). 
 
 
Protease 
Velocidade inicial 
(mmol/L.h) 
Aspergillus oryzae 3,37 ± 0,087
a
 
Bromelaína 2,88 ± 0,0097
b
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O último ensaio de hidrólise em grande escala teve como objetivo a obtenção do 
HWPC para ser usado na fermentação etanólica, como fonte de azoto (ponto 3.6). 
Decorreu durante 24 h, para permitir a hidrólise completa do WPC e foi monitorizado 
para verificar a ocorrência de hidrólise. 
A protease de Aspergillus oryzae teve um comportamento semelhante ao 
observado no ensaio anterior, sendo que às 8h de hidrólise de cada ensaio a 
concentração de aminas era idêntica 88,08 ± 4,10 mmol/L (Anexo II) relativamente a 88, 
01 ± 1,13 mmol/L (figura 10). Todavia no ensaio em larga escala de hidrólise a 
concentração apresentada era de 105,6 ± 0,48 mmol/L às 24 h (figura 10). É possível 
verificar uma grande discrepância entre valores de concentração, este facto deve-se ao 
método de análise do grau de hidrólise ainda não estar uniformizado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O concentrado hidrolisado resultante foi usado como fonte de azoto em 
fermentação alcoólica posterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Concentração de aminas obtida ao longo do ensaio de velocidade de hidrólise 
enzimática. 
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3.6 Fermentação etanólica do soro de queijo permeado concentrado 
pela levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com concentrado de 
proteínas do soro de queijo (WPC) hidrolisado e não hidrolisado 
como fontes de azoto 
Realizou-se um ensaio fermentativo em Erlenmeyer, para avaliar a capacidade 
fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com o soro permeado 
concentrado a 100 g/L de lactose como substrato e suplementado com 8 g/L de WPC, 8 
g/L de HWPC como fontes de azoto, e sem qualquer adição de fonte azoto. 
Analisando a figura 11 é possível observar que o comportamento da levedura é 
semelhante nas três fermentações. A fonte de carbono, constituída por 90 g/L de lactose 
proveniente do soro de queijo permeado é totalmente consumida, e consequentemente 
com o esgotamento da lactose a levedura entra em fase estacionária. 
A levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 neste ensaio apresenta um 
metabolismo respiro-fermentativo. 
Quando se usa o WPC (figura 11.A) como fonte de azoto, observa-se uma fase 
de latência de aproximadamente 4 h com a uma exponencial que dura 24 h, tal como, 
quando se usa o HWPC. Observa-se que o etanol foi principalmente obtido nas 
primeiras 48h e que a lactose é completamente consumida ao fim desse tempo, o que 
leva a crer que tanto a via respiratória como a fermentativa se encontram 
simultaneamente ativas. Às 48 h obtém-se uma concentração máxima de biomassa de 
6,64 ± 0,045 g/L e uma concentração máxima de etanol de 43,76 ± 0,07 g/L. Após 
atingir as concentrações máxima de biomassa e de etanol, por volta das 60 horas de 
fermentação a concentração de biomassa diminuiu muito ligeiramente até ao final do 
ensaio, isso pode ser consequência da perda de viabilidade celular (Anexo III). 
Nas fermentações em que se usa o meio suplementado com HWPC (figura 11.B) 
como fonte de azoto verifica-se uma fase de latência de 4 h, com uma exponencial que 
dura 24 h, atingindo a biomassa máxima às 48 h de 6,44 ± 0,059 g/L. A fonte de 
carbono é totalmente convertida às 36 h com uma produção máxima de etanol de 42,29 
± 0,54 g/L. 
Quando não se adiciona qualquer fonte de azoto (figura 11.C) verifica-se uma 
fase de latência de 2 h com uma exponencial que dura 27 h, atingindo a biomassa 
máxima de 6,37 ± 0,036 g/L às 48 h. A conversão total da lactose ocorre às 48 h 
atingindo uma produção máxima de etanol de 43,17 ± 0,87 g/L, para o meio sem adição 
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de azoto. A concentração máxima de etanol é muito parecida para os três ensaios, por 
isso sem diferenças significativas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Na tabela 8 encontram-se os parâmetros de crescimento da levedura que 
evidenciam que os rendimentos de biomassa (YX/S) e etanol (YP/S) relativamente ao 
consumo de substrato, tal como o etanol máximo produzido não apresentam diferenças 
estatisticamente significativas para as diferentes fontes de azoto. Porém o meio ao qual 
se adicionou WPC consegue atingir concentrações de biomassa maiores relativamente 
Figura 11: Perfil de crescimento da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360, na fermentação em 
Erlenmeyer do soro permeado, suplementado com (A) WPC 8 g/L, (B) WPC hidrolisado 8 g/L e (C) sem 
adição de fonte de azoto. 
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às outras fontes. Conjuntamente com o HWPC como fonte de azoto, apresentam 
claramente um crescimento mais rápido que o meio sem adição de fonte de azoto. A 
produtividade apresenta diferenças significativas para todas as fontes sendo o meio no 
qual se adicionou HWPC o que apresenta uma produção mais rápida 1,19 ± 0,006 g/L.h, 
seguido do WPC como fonte de azoto com uma produtividade de 1,14 ± 0,0076 g/L.h.  
 
Tabela 8: Parâmetros cinéticos de crescimento e de produção de etanol da levedura Kluyveromyces lactis CBS 
2360 utilizando o soro de queijo permeado como substrato e 8 g/L de WPC, 8g/ de HWPC como fontes de 
azoto e também sem adição de fonte de azoto. 
 
WPC (8 g/L) HWPC (8g/L) 
Sem adição fonte de 
azoto 
Conversão de açúcares 
(%) 
100 100 100 
µ (h
-1
) 0,0399 ± 0,00215
a
 0,0391 ± 0,00189
a
 0,031 ± 0,00166
b
 
td (h)  17,37 17,73 22,36 
test (h) 27  27   30 
Xmax (g/L) 6,64 ± 0,045
a
 6,44 ± 0,059
b
 6,37 ± 0,036
b
 
Etanol máx (g/L) 43,76 ± 0,07
a
 42,29 ± 0,54
a
 43,17 ± 0,87
a
 
t etanol máx (h)  48 36 48 
Y X/S (g/g) 0,033 ± 0,0023
a
 0,032 ± 0,0025
a
 0,032 ± 0,0012
a
 
Y P/S (g/g) 0,445 ± 0,0072
a
 0,471 ± 0,0072
a
 0,476 ± 0,0098
a
 
Produtividade (g/L.h) 1,14 ± 0,0076
b
 1,19 ± 0,006
a
 1,07 ± 0,011
c
 
Concentrado de proteínas do soro (WPC), Concentrado de proteínas do soro hidrolisado (HWPC), Taxa específica de 
crescimento (μ), tempo de duplicação (td), tempo do início fase estacionária (test) concentração máxima de biomassa 
(Xmáx), concentração máxima de etanol (Etanol máx), tempo de obtenção do etanol máximo (t etanol máx), rendimento de 
biomassa relativo ao consumo de substrato (YX/S), rendimento de etanol relativo ao consumo de substrato (YP/S). 
Valores médios (n = 3) ± erro padrão, valores com a mesma letra não são estatisticamente diferentes de acordo com o 
teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05). 
 
Neste ensaio também se analisou o pH durante o processo de fermentação. 
Observa-se uma diminuição do pH (Anexo III) ao logo da fermentação até às 30 h 
mantendo-se depois constante. Esta diminuição dá-se provavelmente devido à produção 
de subprodutos. 
A fermentação na qual não se adiciona fonte de azoto, apresentou um 
crescimento mais lento e uma concentração de biomassa máxima inferior, assim como 
uma produção de etanol mais lenta relativamente às outras fontes de azoto. No entanto a 
adição ao soro de queijo permeado a 100 g/L de lactose de fontes de azoto como o YEP, 
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o WPC na sua forma original e o HWPC aparentemente têm mais importância na 
cinética de crescimento da levedura do que na cinética de acumulação de etanol, pois os 
rendimentos YP/S apresentados para estas fontes de azoto e para os meios sem adição de 
fonte de azoto são muito semelhantes, e próximos do teórico (0,54 g/g) obtido para esta 
levedura, como se pode observar na tabela 8. 
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4. Conclusão 
 
Para uma produção de bioetanol competitiva e sustentável é necessário a 
aquisição de matéria-prima com um baixo custo. O soro de queijo de cabra resultante da 
UF foi o resíduo industrial utilizado neste estudo, apresentando um elevado teor de 
lactose, constituindo um bom substrato para a fermentação etanólica. 
O pré-tratamento constituído por centrifugação e MF foi eficaz na remoção de 
sólidos suspensos, pois estes apresentaram um decréscimo acentuado de 1310 para 580 
mg/L. O concentrado de proteínas foi também testado como fonte de azoto na 
fermentação etanólica.  
No processo de UF do soro é possível concluir que a membrana de celulose 
regenerada é uma boa escolha para fracionamento do soro do queijo uma vez que 
apresentou um fluxo médio (0,80 ± 0,013 L/min.m
2
) e rendimentos de lactose (82,3 %) 
e proteína (93,3%), superiores aos da membrana de poliétersulfona assim como permitiu 
a obtenção de um soro permeado com baixo teor de proteínas (0,99 ± 0,028 g/L). 
Dos ensaios de estudo da capacidade fermentativa da levedura Kluyveromyces 
lactis CBS 2360, a adição de diferentes fontes de azoto: YE, WPC e HWPC ao soro de 
queijo permeado a 100 g/L de lactose parece melhorar muito pouco a produção de 
etanol pela levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 comparativamente com a 
fermentação sem adição de fonte de azoto. Assim, não se justifica a adição de uma fonte 
de azoto dispendiosa como a YEP pois não compensa o custo, porque os rendimentos 
YP/S e YX/S e a produtividade não apresentam diferenças significativas relativamente às 
outras fontes de azoto. A adição do WPC, assim como do HWPC promovem um 
crescimento mais rápido. Os rendimentos YP/S e YX/S obtidos foram muito semelhantes 
entre si, bem como em relação à fermentação sem adição de fonte de azoto, por isso 
também não se justifica a adição destas fontes de azoto. O custo da hidrólise enzimática 
do WPC para ser usado como fonte de azoto seria elevado e não se obteria retorno. Por 
estes motivos seria mais vantajoso direcionar a produção do WPC à formulação e venda 
de produtos de valor acrescentado, como por exemplo suplementos para a indústria 
alimentar. 
Na hidrólise e na velocidade da hidrolise enzimática pode-se concluir que a 
protease de Aspergillus oryzae foi a protease que apresentou melhores resultados na 
hidrólise do WPC, com uma concentração de aminas livre superior às outras proteases e 
com uma velocidade de hidrólise superior à da bromelaína. 
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Assim é possível concluir que o soro de queijo permeado é um bom substrato 
para a fermentação etanólica utilizando a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360. Foi 
possível a conversão total da lactose em etanol, permitindo o tratamento do soro de 
queijo, reduzindo o impacto ambiental da carga orgânica nele presente, e representando 
também uma alternativa de produção de bioetanol. 
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5. Perspetivas futuras 
 
Os resultados obtidos neste estudo abrem perspetivas para que se possa, no 
futuro, continuar a melhorar as estratégias de fermentação e hidrólise enzimática do 
soro de queijo abordadas. De forma a completar e clarificar alguns pontos deste trabalho, 
seria importante a realização de ensaios de fermentação utilizando o soro de queijo de 
cabra que não fosse resultante do processo de fabrico do requeijão. Isto porque esse 
pode apresentar um conteúdo superior de proteínas, como referido anteriormente: cerca 
de 7 g/L, bastante superior ao observado neste trabalho (cerca de 3 g/L). Desta forma 
seria de esperar que se obtivessem maiores quantidades de WPC rico em proteínas, o 
que poderia ter um efeito maior na atividade fermentativa da levedura Kluyveromyces 
lactis CBS 2360. 
Seria interessante realizar ensaios comparativos de fermentação do soro de 
queijo em bruto com o soro de queijo permeado resultante do processo de UF, de modo 
a identificar se a contribuição das proteínas presentes no soro em bruto seria relevante 
(comparativamente com o soro de queijo permeado que apresenta um conteúdo muito 
baixo de proteínas). Desta forma poderia excluir-se a hipótese de o soro permeado ser 
um substrato menos conveniente que o soro em bruto. 
Seria importante otimizar as condições de hidrólise enzimática do WPC, como 
por exemplo variar o pH, a temperatura, utilizar outros rácios ou outras proteases, assim 
como otimizar o domínio do método de determinação do grau de hidrólise. 
Uma outra abordagem importante seria efetuar uma análise económica da 
produção e venda do WPC de modo a saber se a obtenção de concentrados proteicos 
compensa os custos incorridos com o fracionamento do soro de queijo. 
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7. Anexos 
Anexo I – UFCs e pH 
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Anexo II- Cinética de hidrólise 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hidrólise cinética usando as proteases de Aspergillus oryzae (A) e a Bromelaína (B) 
num rácio de enzima:substrato de 4:100. 
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Anexo III – UFCs e pH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
